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合によると世界の糖尿病人口（推計値）は、2016 年に約 4 億 1,500 万人で
あり、 2040 年までに 6 億 4,200 万人に増加すると予想されている








内皮細胞内で NO 合成酵素（ eNOS）により産生され、血管平滑筋細胞に拡
散することにより cyclic GMP 合成酵素に結合してこの酵素を活性化させ、
上昇した cyclic GMP によって血管弛緩反応が引き起こされると考えられ
ている。糖尿病のモデル動物では、血管弛緩反応が減弱しているという報




ある（Tuck et al ., 1990）。その中でも、食事性の食塩の過剰摂取が引き起





要因が報告されている（Simonson et al.,1988; Sowers et al., 1988; Choi et al ., 
2015）。食塩感受性は、2 型糖尿病を罹患していると高くなることが、ヒト
の臨床や動物実験から得られたデータにより示されている（Tuck et al., 





という報告がある（Ogihara et al ., 2002a; Ogihara et al ., 2002b）。その一方
で、食塩によりヒトや実験動物のインスリン抵抗性が低減したという知見
および食塩制限により 2 型糖尿病患者のインスリン抵抗性が増大した知見















Wistar Bonn Kobori Diabetic Fatty (WBKDF, WBN/Kob-Lepr fa/ fa) ラットは、
肥満を伴わない 2 型糖尿病モデルラットである WBN/Kob に肥満モデルで
ある Zucker 肥満ラットのレプチンレセプター肥満遺伝子（Lepr fa）を戻し
交配により導入し作出された新規の肥満を伴う糖尿病モデルである
（Nakama et al., 1985; Akimoto et al., 2008）。レプチンレセプター肥満遺伝
子は、レプチン受容体の機能不全を生じ、ホモの個体は、肥満、インスリ
ン抵抗性を示すことが知られている（Zucker, 1965）。以前の研究より、
WBKDF ラットは、5 週齢で高トリグリセリド血症、7 週齢で肥満、9 週齢
で高血糖を発症する。血漿中のインスリン値は 5 週齢で著しく高くなるが、
11 週齢では減少することが知られている（Kaji et al ., 2012; Okuno et al., 
2013; Nagakubo et al ., 2014）。また、加齢とともに、膵臓において炎症細胞
の浸潤、線維化、膵島細胞の消失が生じることが知られている（Akimoto et 
al., 2012）。2 型糖尿病患者では、高インスリン血症が引き金となり、膵 β
細胞の機能不全を生じ、最終的には持続する膵島の萎縮、線維化に至るこ
とが知られている（Butler et al., 2003）。従って、WBKDF ラットは、ヒト








第 1 章では WBKDF ラットにおける高食塩食負荷の血圧および血管反応性
への影響を検討した。さらに、第 2 章では WBKDF ラットの 2 型糖尿病発
症に対する高食塩食負荷の影響について検討した。  
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て、糖尿病患者における心血管病のリスクは、2 倍に膨れ上がる（Saydah et 
al., 2004）。 2 型糖尿病と高血圧症の病態は、遺伝および環境因子が重要な
役割を果たしている（Phillips, 2013）。ヒトの臨床や動物実験から得られた
データでは、毎日の食塩摂取量と高血圧に因果関係があることを示してい
る（Dahl et al., 1962; MacGregor et al., 1982）。多くの研究では、食塩の過
剰摂取が引き起こす食塩感受性高血圧がヒトと動物で発症することが明
らかとなっている（Kawasaki et al., 1978）。糖尿病患者がよく併発する食
塩感受性高血圧は、心血管死のリスクを増加させることとの関連が報告さ
れている（Tuck et al., 1990）。食塩感受性を誘発する病理学的なメカニズ
ムは複雑で、遺伝的および環境的素因が関与しているだろうと考えられて
きた。しかし、最近の研究では、食塩感受性高血圧の発症に血管収縮弛緩
反応の異常が関与していることを示している（Choi et al., 2015）。先述の
通り、WBKDF ラットは、2 型糖尿病モデルラットである WBN/Kob に肥満
モデルである Zucker 肥満ラットのレプチンレセプター肥満遺伝子（Lepr fa）
を戻し交配により導入し作出された（Akimoto et al., 2008）。仮に、WBKDF
ラットが食塩感受性を有すれば、2 型糖尿病と高血圧症の関連に重要な知














6 週齢の雄性 WBKDF ラットおよび同週齢の Wistar ラット (Japan SLC, 
Inc., Shizuoka, Japan) をプラスチックケージで飼育し、標準食（ 0.26%  
NaCl）または高食塩食（8% NaCl）および水道水を給与し、自由摂取とし
た。室温は、21±2℃、湿度は 50～60%とし、照明は午前 7 時～午後 7 時ま
での 12 時間照明とした。動物実験は、麻布大学動物実験委員会の承認を
受けた。  
WBKDF ラット（N=14）および同週齢の Wistar ラット（N=14）は、6 週
齢より標準食群と高食塩食群の 2 群に分け飼育した（各群 N=7）。群分け
は、以下の通りである。①標準食を給与した Wistar ラット（Wistar 標準食
群）②高食塩食を給与した Wistar ラット（Wistar 高食塩食群）③標準食を
給与した WBKDF ラット（WBKDF 標準食群）④高食塩食を給与した
WBKDF ラット（WBKDF 高食塩食群）。体重、摂餌量、摂水量は、午前 10
時から午後 2 時の間に測定した。収縮期血圧（SBP, systolic blood pressure）
および心拍数は、無麻酔下で尾動脈走行部位より非観血式血圧計  
(BP98A-L, Softron, Tokyo, Japan) を用いて測定した。3 回連続して測定し、
その平均値を収縮期血圧、心拍数として算出した。収縮期血圧の曲線下面
積（AUC）は、台形法（ trapezoidal rule）によって算出した。  
実験開始から 14 週間後、すなわち 20 週齢のラットをペントバルビター
ルナトリウム (50 mg/kg IP; Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan)による麻酔下
で全採血を実施し安楽死させた。その後、摘出胸部大動脈を用いて張力実





張力実験は、 Ito らの方法(Ito et al ., 2007)に従い実施した。張力実験の
ために、胸部大動脈から採取した各々の動脈リング（長さ：3 mm）標本を
作製した。Tyrode 液（mM: 136.8 NaCl, 5.4 KCl, 2.5 CaCl2, 1.0 MgCl2 11.9 
NaHCO3, and 5.5 glucose）の入ったマグヌス管内に L 字型の金属棒で吊る
し、95％O2 と 5％CO2 の混合ガスにさらして 37℃で pH7.3～7.5 に維持した。





ン（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）による前収縮後、内皮依存性弛緩
剤であるアセチルコリン（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）および内皮
非依存性であるニトロプルシド  (Wako Pure Chemicals Co., Osaka, Japan) 
による段階的濃度に対する変化を測定した。最大反応の 50％を引き起こす




 ヘパリン処理した血漿は、血液を 10 分間 3000×g の遠心分離により採取
した。血漿中のグルコース、ナトリウム、カリウムおよびクロライドを含
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む電解質を自動分析装置 (JCA-BM 2250; JEOL Ltd., Tokyo, Japan) により
測定した。血漿中インスリン値は、ラット用の ELISA キット (Morinaga 
Institute of Biological Science, Inc., Yokohama, Japan) を用いて測定した。血
漿中 8-iso-prostanglandin F2α 値は、8-iso-prostanglandin F2α ELISA キット
（Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA）にて測定した。  
 
腎臓の組織学的解析  
採材した腎臓は 10%中性緩衝ホルマリン液で 2 日間固定し、パラフィン
により包埋した。作製した腎臓切片（5 µm）は、ヘマトキシリン―エオジ
ン染色（HE 染色）を施し、病理組織学的に観察した。  
 
統計検定  
データは平均値±標準誤差で表示した。統計学的解析には 2 way-ANOVA 
with post hoc を用いた。また、繰り返しのデータに関しては、2 way-ANOVA 
with repeated measures を用いた。P 値＜0.05 の場合に統計学的有意差があ
るとした。解析には、PRISM（GRAPHPAD, San Diego, CA, USA）を使用し
た。  





WBKDF 標準食群および Wistar 標準食群の SBP では、実験期間中著しい
変化はみられなかった（120-130 mmHg）。そして、系統間において SBP の
有意な差は観察されなかった  (Figure 1A)。一方、高食塩食負荷により
WBKDF ラットおよび Wistar ラットともに 7 週齢以降 SBP の有意な上昇が
みられ、SBP の上昇の程度は、WBKDF ラットのほうが Wistar ラットに比
べ有意に（180-220 mmHg、P<0.01）高かった (Figure 1A,  B)。心拍数は、
標準食群および高食塩食群共に、WBKDF ラットでは、Wistar ラットより
も著しく（ P<0.01）低かった (Figure 1C)。高食塩食負荷による著明な
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6 週齢の WBKDF ラットでは標準食群および高食塩食群共に、同週齢の
Wistar ラットと比較し、有意に体重が増加していた（WBKDF 標準食群   
194.9±4.3 g; Wistar 標準食群 133.3±5.5 g、P<0.01; WBKDF 高食塩食群  
193.5±3.6 g; Wistar 高食塩食群 193.5±3.6 g、P<0.01）。しかし、実験開始か

















大動脈の pD2 値は、WBKDF 標準食群では、Wistar 標準食群と比較し、有
意な差はみられなかった（Figure 2A, Table 2）。WBKDF ラットの高食塩食








WBKDF 標準食群では、著明（P<0.01）に減弱した（Figure 2B, C）。アセ
チルコリンに対する摘出胸部大動脈の pD2値は、WBKDF標準食群と Wistar
標準食群との間に有意な差はみられなかったが、ニトロプルシドに対する
pD2 値は、Wistar 標準食群と比較し、WBKDF ラット標準食群では有意に
（P<0.01）減少した（Table 2）。アセチルコリンおよびニトロプルシドに
よる弛緩反応は、高食塩食負荷により WBKDF ラットで顕著に（P<0.01）
減弱した（Table 2）。  
 
腎臓の病理組織学解析  






しかし、WBKDF 標準食で観察された Armanni-Ebstein 変性は認められなか
った（Figure 3）。  











較し、8-isoprostaglandin F2α の血中濃度が著しく高かった。  
 本章において、2 型糖尿病を早期に自然発症する WBKDF ラットにおけ
る食塩感受性について Wistar ラットと比較検討した。過去の報告（Akimoto 




Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty ラ ッ ト や Spontaneously Diabetic 
Torri-Lepr fa ラットでは加齢性の高血圧を発症するとの報告がある（Takatori 
et al., 2014; Ishii et al., 2010）。一方、非肥満の 2 型糖尿病モデルの Goto 
Kakizaki ラットおよび Zucker diabetic fatty ラットでは、高血圧は発症しな
いとの報告がある（ Janssen et al., 1999 ;Retailleau et al., 2010）。従って、今
回の検討で、2 型糖尿病を自然発症するラットでは加齢性の高血圧を必ず
しも発症しないことが明らかとなった。  
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 今回の検討で、Wistar ラットを由来とする WBKDF ラットの対照として









モデル動物、2 型糖尿病モデルの Goto Kakizaki ラットや Spontaneously 
Diabetic Torri-Lepr fa ラットでは、いずれも食塩感受性をもつと報告されて
いる（Hirabara et al., 2007; Danda et al., 2005; Cheng et al ., 2001; Katsuda et 
al., 2014）。本章における実験では、高食塩食負荷により WBKDF ラットお
よび Wistar ラットともに SBP が上昇し、食塩感受性高血圧を発症した。
その昇圧の程度は、Wistar ラットに比べ、WBKDF ラットで著明であった。
従って、WBKDF ラットは極めて高い食塩感受性を持つことが示された。  
これまでの研究から、高食塩食負荷による血圧上昇のメカニズムとして、
多くの要因が挙げられているが、その一つとして血管収縮弛緩反応の調節














告と同様に血管内皮細胞内での NO 産生のみならず NO 活性の低下が顕著
であったのかもしれない（McIntyre et al., 1999）。Wistar 高食塩食群と比較










いる（Danaei et al., 2011）。今回の検討では、WBKDF ラットの標準食群お
よび高食塩食群共に、Wistar ラットと比較し、酸化ストレスマーカーであ
る 8-isoprostaglandin F2α の血中濃度が著しく高かった。また、両系統とも
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に高食塩食負荷によって 8-isoprostaglandin F2α の血中濃度は上昇した。こ
れらの成績は、酸化ストレスの亢進が、糖尿病および高血圧患者の血管の
反応性を悪化させるという実験例およびヒトの臨床例と一致している
（Grattagliano et al., 1998; Lenda et al., 2000; Kizhakekuttu et al., 2010）。一
般的に酸化ストレスの増加は、血管内皮細胞から NO 産生を減少させると
同時に血管壁での NO を不活化することにより、血管弛緩反応を悪化させ
ることが知られている（McIntyre et al., 1999; Kizhakekuttu et al ., 2010; 








NO 濃度を減少させることが報告されている（Oberleithner et al., 2007; Safar 




関与するとされるが（Choi et al., 2015）、本実験では、血管系の異常に焦
点を当てたため、他の要因に関しては今後の検討課題である。②WBKDF
標準食群ではみられなかった WBKDF 高食塩食群の著明な心拍数の上昇は、
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Table 1. Body parameters and blood chemical parameters in each group at 20 weeks of age  
ANOVA ANOVA
(Strain) (Treatment)
Food intake (g/day) 18.3 ± 0.1 23.4 ± 0.1 †† 28.5 ± 0.5 ** 26.9 ± 1.9 P<0.0001 P=0.0948
Water intake (g/day) 26 ± 1.4 117 ± 3.6 †† 103 ± 5.2 ** 114 ± 6.1 † P<0.0001 P<0.0001
Body weight (g) 381 ± 4.5 337 ± 6.2 393 ± 9.7 363 ± 24.3 P=0.1854 P=0.0111
Kidney weight (%) 0.32 ± 0.01 0.42 ± 0.01 †† 0.36 ± 0.01 0.30 ± 0.01 **†† P=0.0007 P=0.0536
Glucose (mg/dL) 165 ± 9.7 113 ± 17.6 545 ± 12.8 ** 210 ± 22.1 **†† P<0.0001 P<0.0001
Insulin (ng/dL） 6.9 ± 0.7 4.2 ± 1.1 7.8 ± 1.9 4.2 ± 0.9 P=0.6953 P=0.0171
Electrolyte
  Sodium (mEq/L) 144 ± 0.4 146 ± 0.5 145 ± 1.0 149 ± 1.4 *†† P=0.0366 P=0.0036
  Potassium (mEq/L) 4.4 ± 0.1 4.8 ± 0.2 4.5 ± 0.1 4.3 ± 0.3 P=0.3797 P=0.4689
  Chlorine (mEq/L) 105 ± 0.5 104 ± 0.9 101 ± 0.6 102 ± 2.2 P=0.0242 P=0.9725







Values are mean ± SEM (n=7 in each group). *P<0.05 versus Wistar rats on the same diet; **P<0.01 versus Wistar rats on the 
same diet; †P<0.05 versus the same strain  of rats on the NS diet; ††P<0.01 versus the same strain of rats on the NS diet. 
WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rat and Wistar rats at 6 weeks of age were each divided into two groups fed either NS diet or HS 
diet for 14 weeks. Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS 
diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS, normal -sodium; HS, high-sodium. 
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Table 2. pD2 values of PE, ACh and SNP in thoracic aorta rings   
ANOVA ANOVA
(Strain) (Treatment)
   Contraction
PE 5.76 ± 0.71 6.26 ± 0.31 5.93 ± 0.41 7.64 ± 0.20 P=0.0964 P=0.0213
   Relaxation
ACh 8.12 ± 0.26 7.04 ± 0.99 6.31 ± 0.47 3.23 ± 0.46 **
†† P=0.0001 P=0.0023









Values are mean ± SEM (n=7 in each group). *P<0.05 versus Wistar rats on the same diet; **P<0.01 versus Wistar rats on the 
same diet;  ††P<0.01 versus the same strain of rats on the NS diet. WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rat and Wistar rats at 6 weeks 
of age were each divided into two groups fed either NS di et or HS diet for 14 weeks. PE, phenylephrine; ACh, acetylcholine; 
SNP, nitroprusside; Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS 
diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS, normal -sodium; HS, high- sodium. 
 

























Figure 1. Comparison of changes in systolic blood pressure (SBP) (A), the area 
under the curve (AUC) of SBP (B) and heart rate (C) in each group. 
WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rat and Wistar rats at 6 weeks of age were each 
divided into two groups fed either NS diet or HS diet for 14 weeks. Values are 
mean ± SEM (n=7 in each group). *: P<0.05 vs Wistar rats on the same diet; **: 
P<0.01 vs Wistar rats on the same diet; †: P<0.05 vs the same strain of rats on 
the NS diet; ††: P<0.01 vs the same strain of rats on the NS diet. Wistar -NS, 
Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, 
WBKDF rats on NS diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS, 
normal-sodium; HS, high-sodium. 























Figure 2. Comparison of PE-induced contractions (A) and ACh- (B) and 
SNP-induced (C) relaxations in thoracic aorta rings with intact endothelium.  
Contractions induced by 60 mM KCl and relaxations induced by papaverine (100 
μM) were taken as 100%. WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rat and Wistar rats at 6 
weeks of age were each divided into two groups fed either NS diet or HS diet for 
14 weeks. Values are mean ± SEM (n=7 in each group). *: P<0.05 vs Wistar rats 
on the same diet; **: P<0.01 vs Wistar rats on the same diet; †: P<0.05 vs the 
same strain of rats on the NS diet; ††: P<0.01 vs the same strain of rats on the NS 
diet. Data on thoracic aorta rings were from 7 animals. PE, phenylephrine; AC h, 
acetylcholine; SNP, nitroprusside; Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, 
Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; WBKDF-HS, 
WBKDF rats on HS diets; NS, normal-sodium; HS, high-sodium. 




Figure 3. Comparison of histopathological appearance of the kidneys from 
WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rat and Wistar.  
Hematoxylin and eosin staining (A – D). Wistar-NS (A): Normal tubule and 
glomerulus of the renal cortex; Wistar-HS (B): Hyalin casts (arrow); 
WBKDF-NS (C): Armanni-Ebstein changes (arrow); WBKDF-HS (D): 
Predominantly small round cell infiltration of the interstitum (arrows) and 
hyaline casts with tubular dilation, and mesangial expansion in glomeruli 
(arrowhead). Scale bars = 50 μm. Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, 
Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; WBKDF-HS, 
WBKDF rats on HS diets; NS, normal-sodium; HS, high-sodium. 
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は最重要課題の一つといえる（Titze and Luft, 2017）。高血圧症を制御する
ための生活習慣として昔から食塩が注目されており、2 型糖尿病患者では
減塩が推奨されている（Quader et al., 2017）。しかし、食塩摂取とグルコー
スホメオスタシスの関連は不明な点が多く存在する。  




ースホメオスタシスに対する影響を Wistar ラットと比較検討した。  
 





5 週齢時の雄性 WBKDF ラットおよび同週齢の Wistar ラット (Japan SLC, 
Inc., Shizuoka, Japan) をプラスチックケージで飼育し、標準食（ 0.26%  
NaCl）または高食塩食（8% NaCl）および水道水を給与し、自由摂取とし





WBKDF ラット（N=16）および同週齢の Wistar ラット（N=16）は、標
準食群と高食塩食群の 2 群に分けし、6 週齢より 13 週齢まで飼育した（各
群 N=8）。群分けは、以下の通りである。①Wistar 標準食群②Wistar 高食塩
食群③WBKDF 標準食群④WBKDF 高食塩食群。採血は、非絶食下でラッ
トの尾静脈より実施し、抗凝固剤としてヘパリンナトリウム（Mitsubishi 
Tanabe Pharma, Tokyo, Japan）を用いて処理を行った。ラットを代謝ケージ
内で餌および水を自由摂取させた状態で 24 時間畜尿を実施し、尿量の計
測を行った。実験終了時に静脈内糖負荷試験を実施した後、ペントバルビ
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体重、摂餌量および収縮期血圧ならびに心拍数  
体重および摂餌量は、6 週齢から 13 週齢までの間に週 1 回、午前 10 時
から午後 2 時の間に測定した。SBP および心拍数は、12 週齢時に無麻酔下





 ヘパリン処理した血漿は、血液を 10 分間 3000×g の遠心分離により採取
した。血漿中のグルコース、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT,  
alanine aminotransferase）、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST,  
aspartate aminotransferase）総コレステロール（T-CHO, total cholesterol）、
トリグリセリド（TG, triglyceride）、およびリン脂質（PL, phospholipids）
ならびに尿中のグルコースを自動分析装置  (JCA-BM 2250; JEOL Ltd., 
Tokyo, Japan) により測定した。血漿中インスリン値は、ラット用の ELISA
キット  (Morinaga Institute of Biological Science, Inc., Yokohama, Japan) を
用いて測定した。また、血漿中アディポネクチン値は、ラット用の ELISA
キット (Otsuka Pharmaceutical Co, Ltd, Tokyo, Japan) を用いて測定した。  
 
静脈内糖負荷試験  
静脈内糖負荷試験は、実験終了時の 13 週齢時に実施した。18 時間の絶
食後、ペントバルビタール（50～60 mg/kg, IP）を用い麻酔を施した。糖負
荷前の血液を頸静脈から 0.2 mL 採取した。その後、大腿静脈内にグルコ
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ース（20% w/v; Otsuka Pharmaceutical, Tokyo, Japan）を投与  （0.5 g/kg）し
た。糖負荷後 2 分、5 分、10 分、20 分に頸静脈より血液を採取（0.2 mL）
した。抗凝固剤としてヘパンリンナトリウムを用い、遠心分離（2000 × g, 
15min）によって血漿を分離した。静脈内糖負荷試験（ IVGTT, Intravenous 
glucose tolerance tests）における血漿グルコース値の AUC を耐糖能の指標
とし、 IVGTT における血漿インスリン値の AUC をインスリン分泌能の指
標として用いた。また、インスリン抵抗性の指標としてインスリン抵抗性
指数（HOMA-IR, homeostasis model assessment insulin resistance）および膵
β 細胞のインスリン分泌能の指標として homeostasis model assessment of 
β-cell function（HOMA-β）を用いた。HOMA-IR および HOMA-β は以下の
式より算出した。  
HOMA-IR＝空腹時インスリン値  （µU/mL）× 空腹時血糖値（mg/dL）/ 405 




採材した膵臓および肝臓は 10%中性緩衝ホルマリン液で 2 日間固定し、
パラフィンにより包埋した。作製した切片（5µm）は、ヘマトキシリン－
エオジン染色（HE 染色）、PAS（periodic acid schiff）染色およびオイルレ
ッド O 染色を施し、病理組織学的に観察した。  
 
統計検定  
データは平均値±標準誤差で表示した。統計学的解析には 2 way-ANOVA 
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with post hoc を用いた。また、繰り返しのデータに関しては、2 way-ANOVA 
with repeated measures を用いた。P 値＜0.05 の場合に統計学的有意差があ
るとした。解析には、PRISM（GRAPHPAD, San Diego, CA, USA）を使用し
た。  







た（Figure 4A, B）。WBKDF 標準食群の摂餌量および摂取カロリー量は、
Wistar 標準食群に比べ、著しく（P<0.01）多かった。高食塩食による摂餌
量および摂取カロリー量への有意な影響は両系統で認められなかった
（Figure 4C, D）。  
 
臓器重量  
精巣周囲脂肪や腸間膜脂肪重量は、WBKDF 標準食群では Wistar 標準食
群と比較し、有意に（P<0.01）高かった。高食塩食により Wistar ラットの
み、精巣周囲脂肪重量（P<0.05）ならびに腸間膜脂肪重量（P<0.01）共に





影響は両系統ともに観察されなかった（Table 3）。  
 
収縮期血圧および心拍数  
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WBKDF ラットおよび Wistar ラットの標準食群では、実験期間中 SBP に
有意な変化はなく、両群に有意な差は観察されなかった。一方、WBKDF
ラットおよび Wistar ラットの高食塩食群では、著しい（P<0.01）SBP の上
昇がみられ、その程度は、WBKDF 高食塩食群でより顕著（P<0.01）であ
った。心拍数は、WBKDF ラットでは標準食群および高食塩食群共に、Wistar
ラットよりも著しく低かった（Table 3）。  
 
血液生化学  
WBKDF 標準食群では、Wistar 標準食群と比較し、血漿中 ALT 値は有意
に（P<0.01）高かった。しかし、WBKDF 高食塩食群と Wistar 高食塩食群
の血液中 ALT 値はほぼ同じ程度であった。一方、血漿中 AST 値は、すべ
ての群間で明らかな違いはみられなかった（Table 3）。  
WBKDF 標準食群では、Wistar 標準食群に比べ、脂質代謝のパラメータ
である血漿中 T-CHO、TG ならびに PL 値が顕著に高値を示した。両系統
共に高食塩食によるこれらのパラメータへの影響は観察されなかった





（P<0.05）増加がみられた（Table 3）。  
 
血糖値および血中インスリン（非絶食下）  






血糖値の上昇は全くみられなかった（Table 3）。  
WBKDF 標準食群では、Wistar 標準食群と比較し、13 週齢時に血漿中イ
ンスリン値が有意（P<0.01）に高く、高インスリン血症を呈していた。両
系統の標準食群と高食塩食群との間に、血漿中インスリン濃度に明らかな
違いはみられなかった（Table 3）。  
 
静脈内糖負荷試験（ IVGTT）  







WBKDF 標準食群では Wistar 標準食群と比較し、有意に（P<0.01）低かっ
た。高食塩食により Wistar ラットのみ、血漿中インスリン値の著しい
（P<0.01）低下がみられた（Figure 5B）。  
IVGTT におけるグルコース AUCを算出し、耐糖能の指標として用いた。
WBKDF ラットの標準食群および高食塩食群では、Wistar ラットと比較し、




AUC の減少（P=0.0513）が観察された（Figure 5C）。 IVGTT におけるイ
ンスリン AUC を算出し、インスリン分泌能の指標として用いた。WBKDF





指標である HOMA-IR が著しく（P＜0.05）高かった。Wistar ラットでは、
高食塩食による HOMA-IR への影響は見られなかった。一方、WBKDF ラ
ットでは、高食塩食により HOMA-IR の著しい（P＜0.01）低下が観察され、
インスリン抵抗性の改善が認められた（Figure 5E）。一方、インスリン分




13 週齢時の Wistar 高食塩食群では、Wistar 標準食群に比べ、著明な尿
量の増加がみられたが、いずれの時点においても尿糖は検知されなかった。










化は観察されなかった（Figure 6C, D）。  
Wistar 標準食群および Wistar 高食塩食群では、肝組織に明らかな異常は
観察されなかった。一方、WBKDF 標準食群では、WBKDF 高食塩食群と
比較し、肝小葉中心から周辺にかけて脂肪沈着の増加がみられた (Figure 
7A, B)。また、WBKDF 標準食群では、WBKDF 高食塩食群と比較し、グリ
コーゲン沈着の減少が認められた（Figure 7C）。  









性 WBKDF ラットは、肥満、脂質異常症および 2 型糖尿病を発症する新規
のメタボリックシンドロームモデルであることが報告されている











WBKDF 高食塩食群で顕著に高かった。⑤WBKDF 高食塩食群では WBKDF
標準食群と比較し、肝組織においてグリコーゲン沈着の増加および脂肪滴
の減少が認められた。⑥WBKDF 高食塩食群では、WBKDF 標準食群でみ
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られた悪化した耐糖能ならびにインスリン抵抗性の指標である高い
HOMA-IR の改善が認められた。  
第 1 章の結果でも示されたように、8%の NaCl 濃度の高食塩食は、実験
動物で長期的な高食塩食の作用を評価するには適している（Simon, 2003）。
第一章と同様に、高食塩食により WBKDF 高食塩食ラットでは、7 週間の




T2DM モデルラットである SDT-Lepr fa において高食塩食負荷が血糖値を下
げたとする報告と合致する（Katsuda et al., 2014）。  
WBKDF ラットは、レプチン受容体の機能不全を生じるレプチンレセプ
ター肥満遺伝子を保有し、ホモの個体は、過食、肥満、インスリン抵抗性






を抑制することが報告されている（Akimoto et al., 2010）。これらの成績は、
WBKDF ラットの高血糖は、摂餌量に大きく依存していることを示唆する
（Nagakubo et al., 2014）。しかしながら、本研究では高食塩食負荷は Wistar
ラットおよび WBKDF ラットいずれにおいても摂餌量および摂取カロリー




尿細管において sodium-glucose co-transporter-2 (SGLT2) はナトリウム
および糖の再吸収に重要な役割を果たしている（Mather and Pollock, 2011）。
SGLT2 阻害薬は、尿細管での糖の再吸収を抑制することにより 2 型糖尿病
の治療薬として臨床応用されている（Chrysant, 2017）。今回の検討におい
て、高食塩食負荷による尿細管での糖の再吸収に対す影響を調べるために
尿量と尿中グルコース濃度を測定した。13 週令の WBKDF 標準食群では糖
尿病の特徴である多尿および尿糖がみられたのに対し、WBKDF 高食塩食
群では多尿ではあったが、尿糖はみられなかった。従って、高食塩食によ
り WBKDF ラットの高血糖が抑制したメカニズムは、SGLT2 阻害作用を介
したものではないことが明らかとなった。  
GLP-1 誘導体がインスリン分泌促進を介して WBKDF ラットの高血糖を
抑制することが報告されている（Nagakubo et al., 2014）。今回の検討にお
いて、正常血糖値を維持していた WBKDF 高食塩食群では、高血糖を発症
した WBKDF 標準食群より血漿中インスリンの濃度が低く、両群の膵 β 細
胞の障害の程度に差もみられなかった。本成績は、ヒトで高食塩食により
絶食時血糖値と血中インスリン値が有意に減少したとする成績と合致す
る（Melander et al ., 2000）。WBKDF 標準食群では、Wistar 標準食群と比較









過去の報告と同様に本章の実験では、WBKDF ラットは HOMA-IR が著
しく高いことが示された（Kaji et al ., 2012; Okuno et al., 2013）。すなわち
WBKDF ラットは 2 型糖尿病に特徴的な高いインスリン抵抗性を有するこ
とが明らかである。本章での IVGTT で、高食塩食負荷により WBKDF ラ
ットのインスリン抵抗性が改善されたことが示された。肥満およびインス
リ ン 抵 抗 性 は 、 脂 肪 肝 と 密 接 な 関 係 を も つ こ と が 知 ら れ て い る











インスリン抵抗性の関連は、糖尿病時に問題とされる（DiNicolantonio et al., 
2013）。本章でみられた、高食塩食負荷によりインスリン抵抗性が改善さ
れたことは、高食塩食によりラットのインスリン抵抗性が増加したとの報
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Kapusta, 2010）。  
アディポネクチンは脂肪細胞から分泌される蛋白質であり、インスリン
感受性因子としてよく知られている(Achari and Jain, 2017)。今回の検討で
は、高食塩食により WBKDF ラットと Wistar ラット共にアディポネクチン
濃度が増加した。この結果は、ヒトならびに実験動物で高食塩食により血
中アディポネクチン濃度が増加したとの報告と一致する(Lely et al., 2007; 
Kamari et al., 2010; Zhao et al., 2016) 。これまでのアディポネクチンの研
究から、アディポネクチンの主な標的臓器は肝臓であること、また、アデ
ィポネクチンは、AMPK、PPAR-α ならびに他の未知な経路を介して、イン





（Xu et al., 2003; Campfield et al., 1996）。これらのことから、高食塩食負
荷が WBKDF ラットの肝臓のインスリン抵抗性を改善した可能性が示唆さ
れた。  
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（Hosokawa et al., 2016; Nath et al ., 1992）。更に、アンジオテンシンⅡがア
ディポネクチン濃度を上昇させることは広く知られている（Lely et al ., 
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Table 3. Cardio-metabolic parameters in each group 
ANOVA ANOVA
(Strain) (Treatment)
Organ weight (% body weight)
    Liver 2.9 ± 0.1 2.9 ± 0.0 3.8 ± 0.1 ** 3.2 ± 0.1 †† P<0.0001 P=0.0017
    Pancreas 0.4 ± 0.0 0.4 ± 0.0 0.2 ± 0.0 ** 0.2 ± 0.0 ** P<0.0001 P=0.3124
    Mesenteric fat pad 1.4 ± 0.1 0.9 ± 0.1 †† 2.2 ± 0.1 ** 1.9 ± 0.0 ** P<0.0001 P<0.0001
    Epididymal fat pad 1.6 ± 0.1 1.2 ± 0.1 † 2.9 ± 0.0 ** 2.9 ± 0.1 ** P<0.0001 P=0.0285
Heart rate (bpm) 390.6 ± 13.3 395.8 ± 17.9 326.4 ± 5.1 ** 346.3 ± 9.6 * P<0.0001 P=0.3203
SBP (mmHg) 127.9 ± 2.2 151.2 ± 3.9 † 120.7 ± 4.1 192.0 ± 8.2 **
†† P=0.0027 P<0.0001
Blood
    Glucose (mg/dL) 115.1 ± 3.5 115.0 ± 4.3 344.8 ± 44.2 ** 127.0 ± 8.8 †† P<0.0001 P<0.0001
    Insulin (ng/dL） 2.4 ± 0.3 1.2 ± 0.2 15.0 ± 1.5 ** 13.2 ± 0.9 ** P<0.0001 P=0.2161
    AST (U/L) 67.4 ± 4.0 68.8 ± 7.6 74.6 ± 21.4 50.0 ± 2.7 P =0.6212 P =0.3262
    ALT (U/L) 36.5 ± 2.7 32.1 ± 2.4 109.6 ± 24.3 ** 71.6 ± 8.6 P =0.0002 P =0.1145
    T-CHO (mg/dL) 56.5 ± 2.6 47.5 ± 3.8 95.9 ± 5.7 ** 106.6 ± 10.6 ** P <0.0001 P =0.8960
    TG (mg/dL) 27.1 ± 4.5 26.8 ± 3.1 304.4 ± 34.7 ** 315.8 ± 36.4 ** P <0.0001 P =0.8279
    PL (mg/dL) 103.9 ± 2.4 92.9 ± 4.9 206.0 ± 7.8 ** 237.6 ± 13.7 ** P <0.0001 P =0.2272
    Adiponectin (ng/mL) 1432 ± 84 1716 ± 105 2182 ± 195 ** 2687 ± 65 **
† P<0.0001 P=0.0033
Urine
    Volume (mL/24h) 6.3 ± 0.5 85.1 ± 1.5 †† 23.8 ± 4.7 * 108.8 ± 7.5 **
†† P<0.0001 P<0.0001
    Glucose (g/24h) 0.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 127.9 ± 39.5 ** 0.0 ± 0.0 †† P=0.0031 P=0.0031
Wistar-NS Wistar-HS WBKDF-NS WBKDF-HS
(N=8) (N=8) (N=8) (N=8)
 
Data are expressed as mean ± SEM (n=8 in each group). Heart rate and systolic blood pressure (SBP) are for rats at 12 weeks 
of ages. Other parameters are for rats at 13 weeks. *P<0.05 versus Wistar rats on the same diet; **P<0.01 versus Wistar rats 
on the same diet; †P<0.05 versus the same strain of rats on the NS diet; ††P<0.01 versus the same strain of rats on the NS di et. 
Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) rats on NS 
diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS,  normal-sodium; HS, high-sodium; SBP, systolic blood pressure; AST, 
aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; T-CHO, total cholesterol; TG, triglyceride; PL, phospholipid. 
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Figure 4. Effects of high-salt intake on body weight (A), weight gain (B), food 
intake (g/day) (C) and food intake (kcal/day) (D) in WBN/Kob-Lepr fa/ fa 
(WBKDF) and Wistar rats.  
Data are expressed as mean ± SEM (n=8 in each group). *P<0.05 versus Wistar 
rats on the same diet; **P<0.01 versus Wistar rats on the same diet; †P<0.05 
versus the same strain of rats on the NS diet; ††P<0.01 versus the same strain of 
rats on the NS diet. Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats 
on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; WBKDF-HS, WBKDF rats 
on HS diets; NS, normal-sodium; HS, high-sodium. 
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Figure 5. Effects of high-salt intake on plasma glucose concentration (A), 
plasma insulin concentration (B), AUC-glucose (C), AUC-insulin (D), 
HOMA-IR (E) and HOMA-β (F) during the intravenous glucose tolerance test 
(IVGTT) in WBN/Kob-Lepr fa/ fa (WBKDF) and Wistar rats. 
 Data are expressed as mean ± SEM (n=8 in each group). *P<0.05 versus Wistar 
rats on the same diet; **P<0.01 versus Wistar rats on the same die t; †P<0.05 
versus the same strain of rats on the NS diet; ††P<0.01 versus the same strain of 
rats on the NS diet. Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on 
HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on 
HS diets; NS, normal-sodium; HS, high-sodium. 
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Figure 6. Histopathological examination on the pancreas in WBN/Kob-Lepr fa/ fa 
(WBKDF) and Wistar rats fed NS or HS diet.  
Representative immunostaining of insulin in (A) Wistar-NS, (B) WBKDF-NS, 
(C) Wistar-HS and (D) WBKDF-HS. Scale bars= 50 µm. Wistar-NS, Wistar rats 
on NS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; Wistar-HS, Wistar rats on HS 
diet; WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS, normal-sodium; HS, 
high-sodium. 
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Figure 7. Histopathological examination on the liver in WBN/Kob-Lepr fa/ fa 
(WBKDF) and Wistar  rats fed NS or HS diet.  
Representative immunostaining of (A) Hematoxylin and eosin (HE): Hepatic 
lipid deposits (arrow) (B) Oil red O and (C) Periodic acid-Schiff (PAS) in 
WBKDF and Wistar rats. Scale bars= 50 µm. Wistar-NS, Wistar rats on NS diet; 
Wistar-HS, Wistar rats on HS diet; WBKDF-NS, WBKDF rats on NS diet; 
WBKDF-HS, WBKDF rats on HS diets; NS, normal-sodium; HS, high-sodium. 
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第 1 章  WBKDF ラットにおける高食塩食負荷の血圧および血管反応性
への影響 
本章において WBKDF ラットは、Wistar ラットに比べて重篤な高血圧を
発症したことから、食塩感受性は極めて高いといえる。食塩感受性高血圧
の臨床的特徴として肥満、インスリン抵抗性を基盤とするメタボリックシ
ンドロームを呈することが報告されている（Uzu et al., 2006）。WBKDF ラ
ットもこれまでの研究により肥満ならびにインスリン抵抗性を若齢から
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発症することが明らかとなっており（Kaji et al., 2012; Okuno et al., 2013; 











の WBKDF ラットの価値をさらに高めることが可能であろう。 
 






ている（Elekofehinti et al., 2017）。本研究でみられた WBKDF ラットの高
食塩食による高血糖発症抑制への他のインスリン感受性および抵抗性関
連因子の関与ならびにアディポネクチンの臓器間でのインスリン抵抗性











本研究より、肥満を伴う 2 型糖尿病モデルの WBKDF ラットは高食塩食
負荷により重篤な高血圧症を発症する食塩感受性を有することが明らか












- 52 - 
 
しかし、本研究の成果は食塩の過剰摂取のメタボリックシンドロームに
対する影響について新しい知見と加えるとともに、WBKDF ラットが 2 型
糖尿病含むメタボリックシンドロームを有する高血圧症患者の病態解明
に有用なツールとなりうることを示唆すると考えられる。  
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第 4 章   総括  
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Bonn Kobori Diabetic Fatty (WBKDF, WBN/Kob-Lepr fa/ fa) ラットは、肥満を

















への影響について Wistar ラットと比較検討した。6 週齢の雄性 WBKDF お
よび Wistar ラットを各 2 群（N=7 ずつ）に分け、各々標準食（0.26% NaCl）
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第 2 章  WBKDF ラットの 2 型糖尿病発症に対する高食塩食負荷の影響  
続いて本章では、WBKDF ラットが自然発症する 2 型糖尿病に対する高
食塩食負荷の影響を正常血糖の Wistar ラットと比較検討した。6 週齢の雄














WBKDF 標準食群より WBKDF 高食塩食群で有意に（P<0.05）高かった。
WBKDF 高食塩食群では WBKDF 標準食群と比較し、肝重量の有意な
（P<0.01）低下、ALT の低下および肝組織においてグリコーゲン沈着の増
加と脂肪滴の減少が認められた。WBKDF 高食塩食群では WBKDF 標準食
群と比較し、インスリン抵抗性指数（ HOMA-IR： Homeostasis model 
assessment-Insulin Resistance）の著しい（P<0.01）低下が認められた。一方、









本研究において、肥満を伴う 2 型糖尿病モデルの WBKDF ラットは高食
塩食負荷により重篤な高血圧症を発症する食塩感受性を有することが明
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るとともに、WBKDF ラットが 2 型糖尿病を有する高血圧症患者の病態解
明に有用な動物モデルとなりうることを示唆すると考えられる。  




The prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) and hypertension has 
markedly increased worldwide. The risk of cardiovascular disease in diabetic 
individuals is doubled by concomitant hypertension, which occurs in an 
estimated 63% of T2DM patients. Genetic and environmental factors play 
important roles in the pathogenesis of T2DM and hypertension. Evidence from 
clinical trials and animal studies shows a causal relationship between dietary 
salt intake and hypertension. Many studies have suggested that blood pressure 
responses to dietary salt intake vary considerably among people and animals, 
which is a well-known phenomenon described as salt sensitivity of blood 
pressure. Salt sensitivity of blood pressure occurs frequently in individuals with 
T2DM and is associated with an increased risk for cardiovascular death. The 
pathophysiological mechanisms that promote salt sensitivity are complicated, 
and genetic and environmental factors are involved. However, recent studies 
have indicated a role of vascular dysfunction in driving the development of 
salt-sensitive hypertension.  
The Wistar Bonn Kobori Diabetic Fatty (WBKDF, WBN/Kob-Lepr fa/ fa) 
rat is a new congenic strain established by introducing the fa allele i n Zucker 
fatty rats into the WBN/Kob (lean) rat genome. Previous studies have shown 
that the WBKDF rat is a spontaneous model of T2DM that shows obesity, 
hyperglycemia, and dyslipidemia from a young age, resulting in the early onset 
of diabetic complications. Thus, WBKDF rats are particularly relevant to human 
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T2DM. If WBKDF rats are salt-sensitive, these rats may serve as a useful model 
for investigating the etiology of hypertension with T2DM. However, this rat 
model is not very well characterized in terms of cardiovascular responses.  In the 
present study, we examined the effects of high-salt intake on cardio-metabolic 
responses in WBKDF rats in comparison with age-matched Wistar rats.  
 
Chapter 1: The Effects of High-Sodium Intake on Systemic Blood Pressure and 
Vascular Responses in Spontaneously Diabetic WBN/Kob-Lepr fa/ fa Rats 
The prevalence of T2DM and hypertension has markedly increased 
worldwide. The purpose of the present study was to examine the effects of a 
high-salt intake on the systolic blood pressure (SBP) and vascular responses in 
WBKDF rats, a new spontaneous animal model of T2DM. Male WBKDF rats and 
age-matched Wistar rats at 6 weeks of age were each divided into two groups 
and fed either a normal-sodium (0.26%, NS) diet or high-sodium (8%, HS) diet 
for 14 weeks: 1) Wistar rats on NS diet (Wistar-NS); 2) Wistar rats on HS diet 
(Wistar-HS); 3) WBKDF rats on NS diet (WBKDF-NS); 4) WBKDF rats on HS 
diets (WBKDF-HS). Neither WBKDF-NS nor Wistar-NS rats showed significant 
changes in SBP throughout the experiment, but both WBKDF-HS and Wistar-HS 
exhibited significant elevation of SBP, which was more prominent (P<0.01) in 
WBKDF-HS than in Wistar-HS. Phenylephrine-induced contractions of isolated 
thoracic aortic rings were significantly (P<0.01) enhanced in WBKDF-HS and 
Wistar-HS compared with the respective strain of rats on the NS diet. In contrast, 
acetylcholine- and nitroprusside-induced relaxation were significantly (P<0.01) 
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diminished in both WBKDF-HS and Wistar-HS, and these HS diet-induced 
changes were more profound (P<0.01) in WBKDF rats than in Wistar rats. 
Significantly (P<0.05) higher plasma concentrations of 8 -iso-prostaglandin F2α 
and sodium ions were observed in WBKDF-HS than in Wistar-HS. The current 
study demonstrated that WBKDF-HS rats developed salt-sensitive hypertension 
associated with vascular dysfunction. The WBKDF rat may be a useful model 
for investigating the etiology of hypertension with T2DM.  
 
Chapter 2: High-sodium intake ameliorates hyperglycemia and insulin resistance 
in WBN/Kob-Lepr fa/ fa rats, a new model of type 2 diabetes 
High sodium intake is a major risk factor for developing hypertension in 
T2DM, but the connection between sodium intake and glucose homeostasis 
remains elusive. We previously found that high-salt intake induces hypertension 
in WBKDF rats, a new model of T2DM. In the present study, we examined the 
effects of a high salt intake on glucose homeostasis in WBKDF rats. Male 
WBKDF rats and age-matched Wistar rats at 6 weeks of age were each divided 
into two groups and fed either a NS (0.26%) diet or HS (8%) diet for 7 weeks. 
SBP and urine volume were increased in WBKDF-HS and Wistar-HS. Body 
weight gain and food consumption was comparable between NS and HS in both 
strains. Plasma and urine glucose levels were signifi cantly increased in 
WBKDF-NS, but not in WBKDF-HS. HOMA-IR, a parameter of insulin 
resistance, in WBKDF-HS was significantly lower compared with WBKDF-NS. 
The high plasma adiponectin level in WBKDF-NS compared with Wistar-NS 
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was further enhanced in WBKDF-HS. Glycogen deposits and fat droplets in the 
livers of WBKDF-HS were reduced compared with WBKDF-NS. The present 
study demonstrated that HS intake ameliorated hyperglycemia and insulin 
resistance in WBKDF rats, which may be due to enhanced plasma levels of  
adiponectin.  
 
The present study found that the HS diet produced severe systemic 
hypertension in the WBKDF rat, a new model of T2DM with obesity, suggesting 
that WBKDF rats have high salt-sensitivity. In contrast, the HS diet completely 
inhibited hyperglycemia in WBKDF rats. These results demonstrated that 
high-salt intake produced opposite effects on hypertension and T2DM, both of 
which comprise metabolic syndrome. The current study suggested that 
salt-sensitive hypertension in WBKDF rats was associated with vascular 
dysfunction, which may be mainly due to enhanced plasma levels of oxidative 
stress and sodium ions. It also suggested that inhibition of hyperglycemia by 
high-salt intake in WBKDF rats was likely due to improvement in hepatic 
insulin resistance via elevation of plasma adiponectin levels.  
However, no rodent model will fully represent the complex clinical 
spectrum of metabolic syndrome in humans or companion animals. In the 
present study, WBKDF rats under the pre-diabetic stage were used; therefore, 
effects of high-salt intake in WBKDF rats with developed T2DM should be 
examined. In addition, further studies are needed to elucidate the mechanism of 
the elevation in plasma adiponectin by high-salt intake. The present study 
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provided new and valuable evidence about the effects of high-salt intake on 
metabolic syndrome using WBKDF rats. It also suggested that WBKDF rats may 
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